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RESUMO
O soro do leite € uma solucgéo liquida que permanece apés precipitacdo e remocao da

caseina durante o processamento do queijo. Ele é rico em nutrientes e ndo tem sido
adequadamente aproveitado. Algumas das substancias presentes nos alimentos
podem apresentar atividade biol6gica benéfica ao organismo, tais como atenuar ou
anular efeitos mutagénicos e/ou carcinogénicos, apresentar efeito antiinflamatério e/ou
analgésico. O objetivo deste trabalho foi produzir e caracterizar um hidrolisado de
proteinas de soro de leite com a enzima alcalase, para avaliar o potencial
mutagénico/antimutagénico e as propriedades analgésicas e antiinflamatérias, em
ensaios com animais. A avalia¢do do efeito do hidrolisado in vivo foi realizada através
de trés testes: micronucleo, contorgbes abdominais induzido pela injecéo
intraperitoneal de acido acético e edema de pata induzido pela injecéo intraplantar de
carragenina, em camundongos albinos Swiss. Para o teste do microntcleo as dietas
foram preparadas segundo a AIN-93G, com concentracdo de 12% de proteina, oriunda
do concentrado de soro de leite, do hidrolisado, comparada a caseina. Os resultados
mostraram que as dietas ndo apresentaram carater mutagénico, antimutagénico e nem
protetor. No teste de contorgbes abdominais a administragdo do hidrolisado por meio
de gavagem na dose de 300mg/Kg apresentou resultado semelhante ao da
indometacina (controle positivo) na dose de 10mg/Kg, ou seja, demonstrou efeito
analgésico. Ja no teste de edema de pata a administracdo nas doses de 30mg/kg,
100mg/kg e 300mg/kg e da indometacina, quando comparados aos valores do controle

apresentaram efeito antiinflamatério.
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ABSTRACT

The whey is a liquid solution remaining after precipitation and removal of casein during
cheese processing. It is rich in nutrients and has not been properly tapped. Some of
the substances present in foods may have biological activity beneficial to the body,
such as to mitigate or reverse mutagenic effects and / or carcinogens, produce anti-
inflammatory and / or analgesic effect. The objective of this work was to produce and
characterize a hydrolyzed whey protein with Alcalase enzyme, to assess the potential
mutagenic / antimutagenic and anti-inflammatory and analgesic properties in animal
tests. The evaluation of the effect of hydrolyzed in vivo was accomplished through
three tests: micronucleus, abdominal contortions induced by intraperitoneal injection of
acetic acid and paw edema induced by intraplantar injection of carrageenan in Swiss
albino mice. For the micronucleus test diets were prepared according to AIN-93G, with
a concentration of 12% protein, derived from concentrated whey, hydrolyzed,
compared to casein. The results showed that the diets did not show character
mutagenic, antimutagenic and not protective. In the abdominal contortion test
administration hydrolyzed by gavage at a dose of 300 mg / kg showed a similar result
to that of indomethacin (positive control) at a dose of 10mg/kg, or demonstrated
analgesic effect. In the paw edema test administration at doses of 30mg/kg, 100mg/kg
and 300mg/kg and indomethacin, when compared to the control values showed anti-

inflammatory effect.

INTRODUCAO

De acordo com estimativas mais recentes sao produzidos mundialmente, cerca de 286
milhdes de toneladas de soro de leite por dia (TORRES, 2005). Deste total 30% é
destinado a fabricacao de queijo, sendo o soro, a solucdo liquida que permanece apés
precipitacdo e remoc¢do da caseina durante o processamento do queijo. O soro é rico
em nutrientes, e seu principal destino tem sido o meio ambiente e 0 esgoto (HOSSEINI
et al., 2003). Atualmente, o soro € visto como um co-produto que pode agregar valor a
producdo de derivados do leite, ndo sO por ser fonte de proteinas de alto valor
nutricional com excelente balanco de aminoécidos, mas pelas caracteristicas de
alimento funcional que Ihe tem sido atribuido (SGARBIERI e PACHECO, 1999).

A hidrolise enzimatica de polimeros em alimentos, como por exemplo, de proteinas, é
um processo de consideravel importancia que tem sido utilizado para expressar
propriedades bioativas, melhorar propriedades fisicas, quimicas e funcionais dos
alimentos, sem prejudicar seu valor nutritivo, melhorando, particularmente, as
caracteristicas de absorcdo, alergenicidade e digestibilidade das proteinas
(GONZALES et al, 1994).



De acordo com Winter, Risley e Nuss (1962) diversos componentes alimenticios tem
sido utilizados em pesquisas de novas drogas com potencial antimutagénico,
analgésica e antiantiinflamatéria. Os agentes flogisticos, indutores do processo
inflamatdrio, como carragenina, dextrana e histamina sdo bastante usados em triagem
farmacoldgica para avaliacdo de substancias com potencial antiinflamatério.

O obijetivo deste trabalho foi produzir e caracterizar hidrolisados de proteinas de soro
de leite com a enzima alcalase, avaliar as propriedades analgésicas, antiinflamatérias
e o0 potencial mutagénico/antimutagénico, utilizando como indicador, eritrcitos

policrométicos da medula 6ssea de camundongos.

MATERIAL E METODOS

Matéria prima: concentrado protéico (CPS) fornecido pela empresa Arla Foods
Ingredients(Lacprodan). Para obtencdo do hidrolisado protéico (HPS) foi utilizada a
protease alcalase 6L (Bacillus licheniformis, da Novo Nordisk), nas condi¢bes de: pH
8,0, temperatura 60°C, concentracdo do substrato 10% e concentracdo da enzima 1%.
A composicao centesimal de solidos totais, proteina bruta (Nx6,38), cinzas e lipideos
foram determinadas segundo AOAC (2005).

Teste do Micronucleo

Para avaliar a atividade mutagénica/antimutagénica do hidrolisado, foram utilizados
camundongos divididos nos grupos tratados 1 (controle positivo) e 2 (controle
negativo). Os animais receberam dieta contendo como fonte protéica (12%) a caseina,
grupos 3 e 4 receberam dietas contendo 12% de hidrolisados protéicos, grupos 5 e 6
receberam dietas contendo 12% de concentrado protéico do soro. No 15° dia do
experimento, 24 horas antes da eutanasia, os animais dos grupos 1, 3, 5e 2, 4, 6
receberam dose Unica da substancia mutagénica, a CPA 50 mg/kg pc, e de NaCl 0,9%
respectivamente. O material da medula éssea foi coletado e foram preparadas laminas
(esfregacos) dos cada animal. A analise das laminas foi realizada sob teste cego
(WINTER, RISLEY E NUSS,1962).

Teste de Contorcdes Abdominais: Foram utilizados camundongos fémeas divididas

nos seguintes grupos tratados com veiculo (v.0, n=10), com HPS nas doses de 30,100
e 300 mg/Kg (v.0, n=10 cada) e indometacina (v.0, n=10 ). Uma hora ap@s, foram
injetados acido acético (10mg/kg peso) na cavidade intraperitonial dos animais e estes
foram colocados em cilindro de vidro e a intensidade do efeito nociceptivo foi
guantificada através da contagem do numero total de contor¢des abdominais

ocorrendo entre 0 e 20 min apos a aplicacdo (LAPA et al., 2008).



Teste de Edema de Pata: Foram utilizados camundongos fémeas tratados com

indometacina 10mg/Kg (v.o, n=6), veiculo 10mg/Kg (v.0, n=6) e HPS nas doses de 30,
100 e 300mg/Kg (v.0, n = 6 cada). Uma hora apos foi induzido o edema pela inje¢cédo
de carragenina 20 pL (1000 pg/pata) na regido plantar da pata posterior direita. Antes
e ap6s uma, duas, trés e quatro horas da administracdo da carragenina foram feitas

medidas do edema com uso do pletismémetro (CARVALHO et al.1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicao centesimal do soro encontra-se na Tabela 1, onde se observa o elevado
teor de proteinas, aproximadamente 84%. O hidrolisado com alcalase apresentou a
mesma o0 mesmo teor de proteinas, indicando que ndo houve alteracdo da composi¢cao
apos a hidrélise.

TABELA 1 — Composigdo centesimal do concentrado de soro de leite.

Composicao (% em base seca) Concentrado de Soro de Leite
Proteina (Nx6,38) 83,86 £ 0,51
Lipideos 6,33+0,14
Cinzas 3,08 £ 0,09
Lactose 6,73 +£0,11

Teste do Micronucleo
O teste teve a duragdo de 15 dias, sendo que os animais foram pesados diariamente e

0 consumo de racao controlado. As freqiiéncias de micronucleos (MNs) em eritrocitos
policrométicos (MNPCEs) de medula 6ssea de camundongos, apds a administracao

das dietas experimentais, sao apresentadas na Tabela 2.

TABELA 2: Frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (MNPCES) de

medula 6ssea de camundongos Swiss dos grupos experimentais.

Total de Nimerode Numero de NCEs Numero de

Grupos/ células PCEs analisados MNPCEs

Tratamentos analisadas analisados analisados
G1/CAS12+CPA 7000 1933 5067 158
G2/CAS12+NacCl 6000 2388 3612 62
G3/HPS12+CPA 8000 4048 3952 223
G4/HPS12+NaCl 8000 3596 4404 62
G5/CPS12+CPA 6000 2306 3694 157
G6/CPS12+NacCl 5000 2174 2826 39

CAS12: dieta com 12% de caseina; HPS12: dieta com 12% de hidrolisado de soro do leite;
CPS12: dieta contendo 12% de concentrado protéico do soro de leite.
Os resultados demonstram que as dietas avaliadas n&o apresentaram efeito



mutagénico, uma vez que o numero de MNPCEs do grupo tratado com HPS +
NaCl 0,9% foi estatisticamente menor do que o controle positivo que recebeu
caseina. Portanto, as dietas ndo apresentaram efeito antimutagénico, devido ao
fato do nimero de MNPCEs do grupo tratado com HPS + CPA é maior do que o
grupo tratado com caseina (controle positivo).

Efeitos protetores dessa mesma dieta ndo foram observados, pois 0 numero de
MNPCEs dos grupos tratados com HPS + NaCl e CPS + NaCl foram
estatisticamente iguais com o0 grupo tratado com caseina + NaCl (controle
negativo).

Teste de Contorcées Abdominais

A Figura 2 mostra que o HPS reduziu de forma significativa (p<0,05) o nimero de
contor¢des entre o grupo controle (40,90£6,19) e na dose de 300mg/kg (19,20+3,21),

onde este valor ndo difere do obtido com o tratamento de indometacina.
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FIGURA 2. Namero de contor¢des
abdominais observadas apds uma
hora da injecdo do acido acético
na cavidade intraperitonial durante
20 minutos. *p<0,05.

Teste de Edema de Pata: A Figura 3 mostra que o HPS reduziu de forma significativa
(p<0,05) o edema para doses entre 30mg/kg (0,03+£0,005), 100mg/kg (0,027+0,006),

300mg/kg (0,01+0,003) e indometacina (0,022+0,005), quando comparados ao valores
do controle (0,051+ 0,006).
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FIGURA 3. Edema de pata apoés
uma, duas, trés e quatro horas da
administragdo da carragenina.



CONCLUSOES

A andlise da matéria prima revelou um elevado teor de proteinas, aproximadamente
84%, sendo este valor preservado para o hidrolisado com alcalase nas condi¢cdes
utilizadas.

A concentracdo de 12% de proteina nas dietas (caseina, HPS e CPS) elaboradas para
0 tratamento dos animais ndo apresentaram carater mutagénico, antimutagénico e
nem protetor. Contudo as dietas ndo trazem nenhum tipo de maleficio e nem beneficio
para 0s animais, neste aspecto.

O hidrolisado do soro de leite apresentou efeito antiinflamatério e antinociceptivo,
observado nos testes de edema de pata e contorcdo abdominal, respectivamente,

semelhante ao registrado para a indometacina (controle positivo).
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